
书书书

龙亚飞，王　啸，邱树毅．农用多抗霉素对不同地域莱氏野村菌的抑制效果［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１）：１４４－１４６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０１．０４９

农用多抗霉素对不同地域莱氏野村菌的抑制效果

龙亚飞１，王　啸１，２，３，邱树毅１，３，王嘉福２

（１．贵州大学贵州省发酵工程与生物制药重点实验室，贵州贵阳５５００２５；
２．贵州大学精细化工研究开发中心／绿色农药与农业生物工程教育部重点实验室，贵州贵阳５５００２５；

３．贵州大学酿酒与食品工程学院，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：为研究农用多抗霉素对来自山东、安徽、河南的３株莱氏野村菌的抑菌效果。采用生长速率法测定多抗霉
素对莱氏野村菌的ＥＣ５０值，并通过ＥＣ５０值进行抑菌效果对比。结果表明：多抗霉素对３株莱氏野村菌都有抑制效果，

其中对来自山东的莱氏野村菌Ｎｒ１３的抑制效果最佳，ＥＣ５０值为０．４３７７ｍｇ／ｍＬ。
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　　长期、大量施用化学杀菌剂不仅会破坏生态环境，而且还
会使病原菌产生抗药性，降低防治效果，因此关于生物防治的

研究引起了人们的广泛关注［１－２］。多抗霉素是一种广谱抗生

素，能干扰真菌细胞壁几丁质的生物合成［３］，从而抑制真菌

生长；主要用于防治烟草赤星病、苹果斑点落叶病及番茄叶霉

病等多种真菌病害。莱氏野村菌（Ｎｏｍｕｒａｅａｒｉｌｅｙｉ，简称 Ｎｒ）
为昆虫的重要病原真菌［４］。在研究化学农药对虫生真菌菌

丝生长、分生孢子萌发及分生孢子产生量时发现，虫生真菌与

杀虫剂的相容性优于杀菌剂［５］。谭可欣用病原真菌菌块进

行抑菌试验，结果表明，新多抗霉素对烟草赤星病菌、苹果斑

点落叶病菌都具有很强的抑菌活性，其 ＥＣ５０值分别为０．３９、
０．４３ｍｇ／Ｌ［６］；奉代力等采用生长速率法测得１０％多抗霉素
Ｂ可湿性粉剂对番茄灰霉病菌的 ＥＣ５０值为６．３２ｍｇ／Ｌ

［７］；蒋

婧婧通过对莱氏野村菌分生孢子的抑制性试验，筛选出２种
药物对莱氏野村菌的最佳抑制浓度，其中潮霉素 Ｂ的最佳抑
制浓度为８０μｇ／ｍＬ，苯菌灵的最佳抑制浓度为２μｇ／ｍＬ［８］。
姜兴印采用孢子萌发法和生长速率法分别测定试验药剂对

１５个木霉菌株的抗性水平，求出每种药剂对不同木霉的毒力
ＥＣ５０值，通过 ＥＣ５０值比较不同木霉菌株对试验药剂的抗性
程度［９］。

由于目前对莱氏野村菌耐农用抗生素多抗霉素的研究较

少，因此本研究采用菌丝生长速率法研究农用多抗霉素对不

同地域莱氏野村菌的抑菌效果，筛选出耐多抗霉素的莱氏野

村菌，这样多抗霉素可以杀死其他真菌而使莱氏野村菌不受

影响，多抗霉素和莱氏野村菌孢子复配后施用可以实现同时

杀菌杀虫的目的，从而减少化学农药的使用量，缓解化学防治

对环境的压力。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
供试菌株由Ｎｒ１３、Ｎｒ１９、Ｎｒ４１安徽农业大学虫生真菌菌

种保藏库提供，由贵州大学贵州省发酵工程与生物制药重点

实验室保藏，具体情况见表１。

表１　供试菌株的寄主及来源

菌株代号 寄主 来源地

Ｎｒ１３ 菜粉蝶（Ｐｉｅｒｉｓｒａｐａｅ） 山东平阴孝直

Ｎｒ１９ 小菜蛾（Ｐｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ） 安徽繁昌

Ｎｒ４１ 鳞翅目（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）幼虫 河南南阳

１．２　供试药剂
供试药剂为３％多抗霉素水剂（安徽省绩溪县农华生物

科技有限公司）。

１．３　供试培养基及菌株预培养
萨氏麦芽酵母膏（ＳＭＡＹ）培养基：４０ｇ麦芽糖、１０ｇ蛋白

胨、２０ｇ酵母膏、２０ｇ琼脂，蒸馏水１０００ｍＬ。用含０．０５％吐
温－８０的无菌水配制一定浓度的莱氏野村菌孢子菌悬液，将
其涂布于ＳＭＡＹ培养基上，２５℃下光照培养５～６ｄ，待菌落
边缘长大量菌丝而没有产孢时，即可用于试验。

１．４　方法
采用生长速率法测定抑菌效果［１０－１１］。根据 ３％多抗霉

素在田间施用时的稀释剂量，将药剂配制成 ０．６、１．２、１．５、
２３ｍｇ／ｍＬ等５个浓度梯度。在无菌条件下，用无菌水将多
抗霉素分别稀释１．５、２．０、２．５、５．０、１０．０倍。随后用移液枪
吸取１０ｍＬ药液加入含９０ｍＬ冷却至５０℃左右的 ＳＭＡＹ培
养基的三角瓶里，充分摇匀后迅速倒入４个灭菌培养皿（直
径为９ｃｍ）中，制成各系列浓度的含药 ＳＭＡＹ培养基平板，
以含等量无菌水的 ＳＭＡＹ培养基平板为对照；待凝固后，用
打孔器（直径５ｍｍ）打取生长整齐一致的菌饼，菌丝面朝上
接种于各含药培养基中央。２５℃光照培养１０ｄ，用十字交叉
法测定各处理的菌落直径，３次重复，取平均数，计算相对抑
制率。
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抑制率＝（Ａ－Ｃ）－（Ｂ－Ｃ）Ａ－Ｃ ×１００％。

式中：Ａ表示对照菌落直径，ｍｍ；Ｂ表示原菌直径，ｍｍ；Ｃ表示
处理菌落直径，ｍｍ。
１．５　数据处理

用Ｅｘｃｅｌ对数据进行统计分析［１２］，以试验中设定的浓度

对数为横坐标（ｘ），抑制率的概率为纵坐标（ｙ），确定各药剂
对病菌的毒力回归方程 ｙ＝ａｘ＋ｂ、相关系数 ｒ以及有效抑制
中浓度（ＥＣ５０）。

２　结果与分析

２．１　供试多抗霉素对不同地域莱氏野村菌的抑制作用
从表２可以看出，来自河南的莱氏野村菌 Ｎｒ４１对３％多

抗霉素耐药性最强，在浓度为３ｍｇ／ｍＬ时，抑菌率为６７３％；
在浓度≤１．２ｍｇ／ｍＬ时，抑制率低于 ５０％。在浓度为
３ｍｇ／ｍＬ时，来自山东和安徽的莱氏野村菌 Ｎｒ１３和 Ｎｒ１９抑
制率较高，分别为８７．３％、８８．５％，其中来自安徽的 Ｎｒ１９几
乎没有生长。随处理浓度的降低，其对３株莱氏野村菌的抑
制作用减弱。

２．２　供试多抗霉素对不同地域莱氏野村菌的毒力测试结果

表２　多抗霉素对３株莱氏野村菌的抑制作用

处理浓度

（ｍｇ／ｍＬ）

Ｎｒ１３ Ｎｒ１９ Ｎｒ４１

处理直

径（ｍｍ）
抑菌率

（％）
处理直

径（ｍｍ）
抑菌率

（％）
处理直

径（ｍｍ）
抑菌率

（％）

３．０ １．１５ ８７．３ａ ０．８０ ８８．５ａ ５．２ ６７．３ａ
２．０ １．８５ ７９．６ａ １．２０ ８２．７ｂ ５．８ ６３．５ａ
１．５ ２．１５ ７６．２ａ １．５０ ７８．４ｂ ７．２ ５４．７ａ
１．２ ３．２０ ６４．６ｂ ２．７０ ６１．２ｂ ８．１ ４９．１ａ
０．６ ３．８５ ５７．５ｃ ３．２５ ５３．２ｃ ９．２ ４２．１ａ
空白 ９．０５ ６．９５ １５．９

　　注：同列数据后不同字母表示在０．０５水平差异显著。

　　试验中采用生长速率法测定３％多抗霉素对不同地域的
３株莱氏野村菌Ｎｒ１３（山东）、Ｎｒ１９（安徽）和 Ｎｒ４１（河南）的
抑菌活性，结果见表３，其中杀菌剂对病菌的ＥＣ５０代表杀菌剂
对病菌抑菌活性的高低［１２］。由表３可知，来自河南的莱氏野
村菌 Ｎｒ４１对 ３％多抗霉素的耐药性最强，其 ＥＣ５０值为
１０５４０ｍｇ／ｍＬ；其次是来自安徽的 Ｎｒ１９，其 ＥＣ５０值为
０．５５４４ｍｇ／ｍＬ；耐药性最弱的是来自山东的Ｎｒ１３，其 ＥＣ５０值
为０．４３７７ｍｇ／ｍＬ。

表３　多抗霉素对３株莱氏野村菌的耐药性

菌株 菌株来源地 毒力回归方程 相关系数ｒ
ＥＣ５０

（ｍｇ／ｍＬ）
ＥＣ９０

（ｍｇ／ｍＬ）
Ｎｒ１３ 山东平阴孝直 ｙ＝０．４４３９ｘ＋０．６５８３ ０．９７２２ ０．４３７７ ３．５０３４
Ｎｒ１９ 安徽繁昌 ｙ＝０．５４４９ｘ＋０．６３９６ ０．９５１９ ０．５５４４ ３．００５３
Ｎｒ４１ 河南南阳 ｙ＝０．３８４０ｘ＋０．４９１１ ０．９７４４ １．０５４０ １１．６１０３

３　结论与讨论

近年来，生防制剂作为有害生物综合治理（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｐｅｓｔ
ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ，简称ＩＰＭ）的重要组成部分，在农业生产中发挥
着越来越重要的作用。丁子香酚、多抗霉素Ｂ、枯草芽孢杆菌
和木霉菌均属于生物杀菌剂，对人畜安全，对自然环境安全、

无污染，病原菌不易产生抗药性等［１３－１５］。本研究结果表明，

３％多抗霉素对不同地域的莱氏野村菌Ｎｒ１３（山东）、Ｎｒ１９（安
徽）和Ｎｒ４１（河南）都具有抑制活性。但３％多抗霉素对这３
株莱氏野村菌的抑制效果均表现出一定的差异性，其中对来

自河南的 Ｎｒ４１耐药性最佳，其 ＥＣ５０值为１．０５４０ｍｇ／ｍＬ，这
对筛选具有耐药性的莱氏野村菌菌株具有一定的参考意义。

本研究中多抗霉素对莱氏野村菌的 ＥＣ５０值为 ０．４３７７～
１．０５４０ｍｇ／ｍＬ。刘保友采用菌丝生长速率法测定苹果斑点
落叶病菌对多抗霉素的敏感性，结果表明，多抗霉素对多数苹

果斑点落叶病病菌的菌丝生长具有良好的抑制效果，ＥＣ５０值
为４．１６５５～１０３．４６２１ｍｇ／ｍＬ［１６］。奉代力等采用生长速率
法测定１０％多抗霉素Ｂ可湿性粉剂对番茄灰霉病菌的 ＥＣ５０
值为６．３２ｍｇ／Ｌ［７］。张亚等采用菌丝生长抑制法对烟草赤星
病进行室内毒力测定，结果表明，３％多抗霉素对烟草赤星病
的ＥＣ５０值为０．３８３５ｍｇ／ｍＬ

［１７］。可见，多抗霉素对苹果斑点

落叶病、番茄灰霉病和烟草赤星病的 ＥＣ５０值都小于其对莱氏
野村菌的ＥＣ５０值，因此，农用抗生素多抗霉素和莱氏野村菌
孢子复配使用时，在一定浓度下，多抗霉素可以杀死其他真

菌，而莱氏野村菌不受影响，这样杀虫毒力强［４］的莱氏野村

菌可以寄生在害虫体内，至其死亡，实现同时杀菌杀虫的目

的，从而减少化学农药的使用量，缓解化学防治对环境的压

力；同时为控制江苏省烟草、番茄等农作物的主要害虫和真菌

病害，促进生态农业发展提供必要的技术支撑。
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北乌头乙醇提取液对菜青虫体内保护酶活性的影响

刘丽华，王　双，关　磊
（通化师范学院生物系，吉林通化１３４００２）

　　摘要：为探讨北乌头的杀虫作用机理，采用分光光度法测定了北乌头乙醇提取液对菜青虫体内保护酶活性的影
响。由结果可知，用北乌头乙醇提取液处理菜青虫后，其体内ＳＯＤ和ＣＡＴ酶活性呈现先升高后降低的趋势，都在２４ｈ
时达到高峰，而ＰＯＤ酶活性则表现为先下降后上升再下降的趋势；在处理３６ｈ前，３种保护酶处理组都高于对照组，
４８ｈ后，均低于对照组。结果说明，北乌头乙醇提取液能有效干扰昆虫体内保护酶系，扰乱其正常的生理代谢，从而起
到防治效果。

　　关键词：北乌头；菜青虫；保护酶
　　中图分类号：Ｓ４８２．３＋９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０１－０１４６－０２

收稿日期：２０１４－０３－１５
基金项目：吉林省科技项目（编号：２０１３０１０１１００ＪＣ）；吉林省教育厅项
目（编号：２０１３４９３）。

作者简介：刘丽华（１９７２—），女，吉林通化人，博士，副教授，主要从事
动物资源与功能基因组研究。Ｔｅｌ：（０４３５）３２０８０７３；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｌｉｕｌｉｈｕａ２０９＠１６３．ｃｏｍ。

　　菜青虫是菜粉蝶（ＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅＬ．）的幼虫，属鳞翅目粉蝶
科，是十字花科植物的重要害虫，除食叶危害外，还可导致软

腐病的发生，危害十分严重。长期以来，对其防治都以化学农

药为主，但由于化学农药的毒性、残留及抗性等，带来了一系

列社会和生态问题。因此，创制新型、高效、低毒杀虫剂备受

人们重视，特别是利用天然植物活性成分制作杀虫剂更是引

人瞩目。开发植物源农药是现代农药研究的一个重要发展

方向。

北乌头为毛茛科乌头属多年生草本植物，多分布在我国

的东北及华北地区，其块根具有镇痛、镇痉、祛风湿和解热等

作用，是一类具有广阔开发前景的重要植物资源。除广泛应

用于医学外，已有将其应用于防治植物害虫的报道［１－４］。

研究表明，昆虫与其他生物一样，体内存在着自由基，其

中超氧自由基具有很强的氧化能力，对许多生物功能分子具

有破坏作用。但在正常情况下，昆虫体内存在超氧化物歧化

酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ，ＳＯＤ）、过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）、过氧化
氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）等保护酶系，三者协同作用，使自由基保
持在一个较低的水平，从而维持昆虫体内正常的生理活

动［５－７］。近年来，有关昆虫保护酶的研究报道很多，但多数集

中在化学农药抗性、病原微生物与昆虫保护酶之间的研究，而

关于利用天然植物活性成分对菜青虫体内保护酶活性变化的

研究还未见报道。为探讨北乌头对菜青虫杀虫作用机理，笔

者研究了用北乌头乙醇提取液处理菜青虫后，其体内保护酶

的活性变化规律，以期为研究与开发新的植物型杀虫剂及作

用机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
北乌头采自长白山区。菜青虫成虫从通化师范学院生物

系植物园中采回，在实验室内饲养，让其产卵于白菜苗上，选

择生长状态良好、整齐一致的４龄幼虫进行试验。
１．２　试虫处理

将新鲜幼嫩白菜叶分别浸泡于用乙醇提取的质量浓度为

３０ｍｇ／Ｌ的北乌头块根粗提液（试验组）和清水（对照组）中，
３ｓ后取出晾干，分别饲喂菜青虫。每 ８ｈ测定 １次 ＰＯＤ、
ＳＯＤ、ＣＡＴ的活性。每处理１０头幼虫，重复３次。
１．３　保护酶活性测定方法
１．３．１　酶液制备　将预先处理好的试虫置于预冷的研钵中，
加入ＰＢＳ（磷酸盐缓冲液，０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．０）和少许石英
砂，在冰浴下研磨成匀浆，４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上
清液即为酶液，贮于４℃下备用。
１．３．２　ＳＯＤ酶活力测定　采用氮蓝四唑光化学还原法［８］
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